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(57) Abstract ^ 

An agent which acts against retrovirus group viruses, in particular Human Immunodeficiency Virus (HIV), on and/or in 
ananimate objects, said agent consisting of a chlorinated organic compound which stably and lastingly releases chlorine when in 
solution, a composition for disinfecting inanimate objects contaning at least one above-mentioned agent, and the use of such an 
agent_or_composition_to_disinfe^ 

pound which stably and lastingly releases available chlorine when in solution in order to prepare a therapeutic composition which 
acts against said retrovirus group viruses. 



(57)Abrege 

Agent actif pour combattre sur et/ou dans des objets inanimes les virus du groupe retrovirus, en particulier les virus d'im- 
munodeficience humaine VIH, cet agent etant consititue d'un compose organique chlore presentant en solution une liberation sta- 
ble et durable de chlore disponible, composition de disinfection d'objets inanimes contenant au moins un agent precite, et utilisa- 
tion d'un tel agent ou d'une telle composition pour la disinfection d'objets inanimes, ainsi que I'utilisation d'au moins un 
compose organique chlore presentant en solution une liberation stable et durable de chlore disponible pour la fabrication d'une 
composition therapeutique active contre lesdits virus du groupe retrovirus. 
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"Agent actif pour combattre les virus du groupe retrovirus, composi- 
tions le con tenant et leurs utilisations". 

La presente invention est relative a un agent actif 
pour combattre les virus du groupe retrovirus, en particulier les 
5 virus d'immunodeficience humaihe VIH, ainsi qu'aux compositions 

le contenant. Eile concerne en outre 1'utilisation de cet agent et 
de ces compositions. 

Les retrovirus sont definis suivant i'invention comme 
des virus dont le materiel genetique porte par une chaine d'acide 
10 ribonucleique exige pour sa reproduction le passage sous forme d'acide 
desoxyribonucleique par l'intermediaire d'un groupe d'enzymes appeiees 
les transcriptases inverses. 

Ces virus infectent le monde vegetal et animal 
ainsi que i'etre humain. Une liste non exhaustive de ces virus est 
15 donnee dans J.M. HURAUX et cons., Virologie, Fiammarion Medecine- 
Sciences, 1985, Paris. Nombre de ces virus ont montre leur pouvoir 
oncogene chez l'animal et des etudes recentes montrent le meme 
risque chez Tetre humain. 

Ces virus responsables de cancer chez Panimal 
20 servent de modeies pour la recherche de molecules susceptibles 
d'enrayer les malaaies~humaines. " 

C f est environ 70 ans apres la decouverte du virus 
du Sarcome de Rous (maladie de la souris) que sera decouvert le 
premier retrovirus responsable de la leucemie humaine. 
25 Ces virus (HTLVI et HTLVII) semblent apparentes 

a des especes virales infectant le singe et la maladie n'est observee 
que dans certaines regions du monde. L'evolution de la maladie est 
rapidement mortelle et aucun traitement n'est connu. 

Par ailleurs, certains retrovirus n'engendrent pas 
30 de cancer, mais d'autres maladies (encephalite, anemie, pneumonie, 
par exemple chez Tanimal) et notamment un Syndrome Immunodefi- 
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citaire acquis (SIDA) chez i'animal et chez l'homme. 

La denomination internationale de VIH a ete acceptee 
pour les virus humains responsables de ce syndrome. Ceux-ci sont 
capables de mutations et Ton- compte deja 4 virus differents identi- 
5 fiables, De meme les virus responsables d'immunodef icience chez 

le singe ont pris la denomination de VIS. 

Bien entendu, le probleme majeur provient de i'emer- 
gence du SIDA humain et de sa rapide propagation a travers le monde. 

Cette maiadie en compromettant les defenses 
10 du malade permet I'emergence de maladies opportunistes ainsi que 

d'un cancer particulier (KAPOSI) entralnant la mort des patients. 

A ce jour, un seul traitement est connu qui prolonge 
la survie des patients, sans permettre toutefois la guerison. Ce trai- 
tement comprend 1 ! administration de 3 l -azido-3'-desoxythimidine 
15 (v. EP-A-196185). Cette substance s'avere tres toxique et tres couteuse. 

Par aiileurs, il semble deja etabli que le virus devient resistant a 
cette molecule a plus ou moins long terme, notamment apres environ 
12 a 18 mois (SCHULHAFER E. et cons., Acquired immuno-deficiency 
syndrome..., IN VIVO 3 (2) : 61-78 (1989)). 
20 On a egalement considere i'utilisation, comme 

medicament centre les retrovirus, de certains derives de benzidine 
. eventuellement substitues par de Thalogene (FR-A-26 12515). Cependant, 
dans ce document il y a uniquement une simple affirmation concernant 
Tactivite de ces composes. 
25 Les modes de transmission des virus ont ete etablis 

lorsqu'il y avait eu contact sanguin direct et contact au travers 
de plaies par du materiel infecte. Le risque de transmission par 
des objets et notamment du materiel medical infecte est non negligeable. 

Par aiileurs, le mode de transmission sexuel et 
30 la transmission aux enfants par .le lait maternei infecte sont aussi 

etablis ce qui montre le passage possible de particules infectantes 
a travers des muqueuses saines (P. LEPAGE et cons.. Postnatal Trans- 
mission of HIV from Mother to Child, The Lancet, August 15, 1987, 
p. 400; C.J. MILLER et cons., Genital Mucosal Transmission of Simian 
35 Immunodificiency Virus, Journal of Virology, Oct. 1989, p. 4277-^284). 



BNSOOCID- '.WO 9107876A1 1 > 



f 



WO 91/07876 ~ PCI7EP90/021 1 1 

- 3 - 



11 sembie de plus en plus probable qu'il puisse exister 
une inoculation du virus par simple contact, c'est-a-dire a travers 
la peau ou une muqueuse. Certains chercheurs ont emis Topinion 
que les virus ., inocules sembleraient alors connaltre une phase de 
replication pendant laquelle ils restent dans la sphere de la muqueuse 
5 ou de la peau du porteur. Cette phase pourrait se prolonger pendant 

plusieurs mois. Ce ne serait que dans une seconde phase que les 
virus et/ou ses constituants dissemineraient a partir de la muqueuse 
(R. ZITTOUN, Syndrome Immuno Deficitaire Acquis, Doins Editeurs, 
Paris/ 1986, p. 183-184). 

10 Ainsi la mise au point de molecules permettant 

la disinfection de surfaces et d'objets inanimes ainsi que de matieres 
et produits venant au contact des muqueuses et de la peau s'avere" 
necessaire pour Teradication de la maladie. II est indispensable d'em- 
pecher dans la mesure du possible la transmission des retrovirus 

15 entre un porteur et une personne saine. Enfin, avantageusemerit, 
il serait souhaitable de pouvoir mettre au point des compositions 
therapeutiques actives, si possible au niveau systemique, et en tout 
cas au niveau local, notamment pendant la phase dite "muqueuse" 
de i'infection. 

20 On connait deja des compositions et un procede 

de disinfection a base d'oligosaccharides ou de polysaccharides naturels 
ou synthetiques ayant au moins un groupe S-oxoacide (v. EP^A-285357). 
II resulte toutefois clairement des exemples donnes que, meme si 
ces compositions soirt actives contre les retrovirus, elles laissent 

25 toujours subsister une partie des virus presents, ce qui, a terme, 

presente I'enorme danger de voir Tapparition d ! une population de 
virus resistants, encore plus dangereux. 

Dans une demande de brevet europeenne n° 88870139-8, 
on a deja prevu des produits susceptibles d'entrer iocalement en 

30 contact avec la peau, les muqueuses ou des secretions corporelles, 
ces produits comprenant un agent actif pour combattre les virus 
du groupe retrovirus, par exemple de la suramine sodique. 

On a par ailleurs examine Taction vis-a-vis des 
retrovirus des disinfectants chimiques courants, teis que i'ethanol, 

35 
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le glutaraldehyde, i'hypochlorite de sodium, la formaline, la p-propiolacrone, 
i'alcool denature (V.B. SPIRE et cons., Inactivation of Lymphadenopathy 
associated virus by chemical disinfectants, The Lancet, October 
20, 1984, p. 899-901; P.J.V. HANSON et cons., Chemical inactivation 
5 of HIV on surfaces, Br. Med. 3., 1989, 298 : 862-4 ; L. RE5NICK 

et cons., Stability and inactivation of HTLV-III/LAV under clinical 
and laboratory environments, JAMA, 1986, vol. 255, 14; L.S. MARTIN 
et cons., Disinfection and inactivation of the human T iymphotropic 
Vi rus type III/lymphadenopathy-associated virus, The Journal of 
10 Infectious Diseases, Vol. 152, n° 2, 1985). 

II ressort de ces examens que la plupart des disin- 
fectants utilises en milieu hospitaller sont Jnefficaces ou peu eff icaces 
vis-a-vis des retrovirus VIH, et done potentieliement dangereux. 
- Ceux qui se sont montres les plus efficaces demandent des temps 
15 de contact de 10 minutes au minimum, ce qui est materieilement 

difficile en cas de nettoyage de sols, de tables, par exemple. Enfin, 
certains de ces disinfectants semblent perdre ieur efficacite en 
presence de milieux proteiques ou sont inapplicabies s'ils doivent 
venir au contact de la peau ou des muqueuses d f un corps vivant, 
20 etant donne leur agressivite chimique. 

II ressort enfin de la litterature que la plupart 
des essais effectues sur des composes pour examiner leur activite 
vis-a-vis des virus VIH se limitent a l'examen de 1'activite enzymatique 
du virus, c ! est-a-dire de la transcriptase inverse. Ce genre de test 
25 n'est pas tres sensible; en effet, cette activite enzymatique n'est 

detectable que si un grand nombre de particules infectantes est 
present. Ce test ne permet pas de detecter la destruction ou la 
disparition du virus inactive. 

La presente invention a par consequent pour but 
30 de mettre au point un agent actif pour combattre sur et/ou dans 

des objets inanimes les virus du groupe retrovirus, en particulier 
les virus d'mrnunodeficience humaine VIH, qui soit capable d'agir 
radicaiement sur ces retrovirus, avec une elimination complete de 
ceux-ci, tout en maintenant son activite pendant une longue periode 
35 de temps. Avantageusement, cet agent conservera son potentiel 
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d'action en milieu cellulaire, en milieu aqueux, ainsi qu'en presence 
de milieux oreganiques, en particuiier proteiques. Sa toxicite sera 
de preference peu elevee. Sous une forme preferentielle, Taction 
germicide sera tres rapide envers les virus VIH. \ 
5 II est evident que, selon ses applications, que ce 

soit dans la disinfection de sols, ou dans la disinfection de dechets 
organiques, par exemple provenant de laboratoires d'analyse, Tagent 
actif devra repondre a des exigences differentes de soiubiiite, de 
toxicite ou de stabilite. 
10 On a a present decouvert que, d'une maniere surpre- 

nante, certains composes chlores sont capables de jouer de maniere 
particulierement efficace et radicale le role de l'agent actif recherche. 
Pour resoudre les problemes poses, il est done prevu suivant T invention, 
comme agent actif susdit, un compose organique chlore presentant 
15 en solution, une liberation stable et durable de chlore disponibie. 

Cette propriete facilite la conservation de i'activite de 1'agent, 
meme apres un usage partiel de celui-ci. Cette activite se maintient 
de maniere poursuivie dans ie milieu traite, parfois plusieurs jours, 
ce qui est parfait par exemple pour la disinfection des eaux de piscine. 
20 Parmi les composes organiques chlores, les chiora- 

mines organiques presentent en particuiier cette propriete de permettre 
la presence de chlore de maniere active, stable et durable dans 
la solution desinfectante, e'est-a-dire une liberation lente mais cons- 
tante de chlore disponibie. 
~~25 Par^ cfTloramine organique, il faut fenten'dre les 

produits de la reaction de HOC1 avec une amine, un amide, une 
imine ou un imide. Les chloramines organiques sont en particuiier 
les derives N-chioro de sulfonamides (chloramine-T, dichloramine-T, 
chloramine-B, halazone), les derives N-chloro de composes heterocycli- 
30 ques ayant un azote dans le noyau (hydantoine, succinechlorimide, 

dichloroisocyanurates, trichloroisocyanurates, trichloromelamine), 
les derives N-chloro d'amines condensees de derives de guanidine 
(chloroazodine) et les derives N-chloro d'anilides (S.S.BLOCK, Disinfec- 
tion, Sterilization, and Preservation, 3e ed., LEA 6c FEBIGER, 1983, 
35 Philadelphie, p. 173). 
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Certaines de ces chloramines organiques sont bien 
solubles dans l'eau ou leur solubiliti peut etre amelioree par 1'addition 
d'adjuvants courants a cet effet. Des chloramines organiques, telles 
que la chloroazodine, ia chloramine T ou d'autres, ont un tres large 
5 spectre d'action sur les organismes pathogenes a des concentrations 
non toxiques pour les cellules. Elles ne semblent pas ou peu affectees 
par la presence de proteines. 

La chloroazodine en particulier a une action stable 
et durable vis-a-vis des retrovirus VIH, mais en outre cette action 
10 est radicale a 100 % et elle a lieu en un temps tres bref, de 1'ordre 
de la minute, et cela a des concentrations extremement faibles. 

On prevoit aussi suivant T invention des composi- 
tions de disinfection d'objets inanimis, contenant au moins un agent 
actif du genre decrit ci-dessus, ainsi qu'un support approprie. On 
15 peut avantageusement prevoir de l'eau ou un quelconque autre solvant 
approprie comme vehicule dans lequel l'agent actif est en solution. 
D'autres agents disinfectants ou adjuvants courants peuvent etre prevus 
eventuellement en supplement. 

En particulier, une composition contenant de la 
20 chloroazodine et du cetrimide ou respectivement un laurylsuifate 
s'est averee posseder un spectre d'une largeur inattendue contre 
non seulement les bacteries et les virus, mais aussi contre des. champi- 
gnons. 

Suivant T invention, on prevoit Tutilisation des 
25 agents actifs ou des compositions de disinfection precitees pour 
la disinfection, vis-a-vis des virus du groupe retrovirus, en particulier 
des virus d'immunodif icience humaine VIH, d'objets inanimis. 

Par disinfection vis-a-vis de ritrovirus, il faut 
entendre non seulement la destruction des organismes pathogenes, 
30 mais aussi l f inhibition de leur pinitration dans les cellules vivantes. 

Comme objets inanimis a disinfecter, on peut 
privoir, dans i f utilisation suivant ^invention, par exemple : 
-des matiriels sanitaires en matiere plastique, textile. ou caoutchou- 
teuse : ouate, coton absorbant, gaze, bandages,, papier hygiinique, 
35 films d'emballage, etc. 
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- des instruments et appareils medicaux, veterinaires et de dentisterie : 
seringues, canules, sondes, pinces, ciseaux, trousses de lavage 
d'estomac, tables de chirurgie, bassins, etc... 

- des vetements medicaux, veterinaires ou de dentisterie : gants, 
5 chemises, serviettes, etc... 

- des objets necessitant une manipulation dans le domaine de l'ali- 
mentation : biberons, casseroles, bouteilles ou boites, notamment 
pour des boissons, etc.-. 

- des instruments de cosmetologie : materiel et outiilage de coiffure, 
10 de manucure, de pedicure, d'estheticien, etc... 

- des vehicules sanitaires : ambulances, tables roulantes, etc... 

- des surfaces de sol et de paroi : locaux, en particulier en milieu 
hospitalier, etc... 

- des appareils sanitaires et hygieniques : lavabos, pannes, cuvettes, 
15 baignoires, etc... 

- des boissons : eaux hecessaires a des boissons, lait, etc.... 

- des eaux de piscine. 

On peut aussi prevoir la disinfection des excrements, 
des residus d'analyses de laboratoire et notamment d'echantillons 
20 preleves du corps humain ou animal, par exemple en vue d'une analyse. 

II est avantageux de prevoir, suivant l'invention, 
que ies compositions cosmetiques contiennent egalement au moins 
un agent actif suivant l'invention. Dans ce cas evidemment, divers 
supports et adjuvants courants dans ce domaine peuvent etre mis 
25 en application. 

On peut prevoir une utilisation particuliere d'un 
agent actif ou d'une composition active suivant Tinvention dans 
ou sur des produits susceptibles d'entrer en contact avec la peau 
ou les muqueuses d'un corps humain ou animal, eventuellement porteur 

30 de virus. Dans ou sur certains de ces produits, comme des gants 

de chirurgien ou de dentiste, des pessaires, des condoms, etc., 
en plus de son action de disinfection, Tagent ou la composition active 
peut avantageusement former un milieu de barriere a la transmission 
des retrovirus depuis le porteur vers une personne saine. On peut 

35 par exemple prevoir de lubrifier un condom en matiere caoutchouteuse 
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a Taide d'une vaseline renfermant un agent actif suivant I'invention. 
On peut aussi, pour des gants de chirurgien, prevoir deux pellicuies 
caoutchouteuses entre iesquelles une poudre d'amylase amylopectine 
par exemple contenant un agent actif suivant I« invention est enfermee. 
5 Dans ce dernier cas, la poudre desinfectante, servant de barriere, 

n'est done pas elle- meme en contact direct avec la peau. 

L'invention a egalement pour objet d'utiiiser au 
moins un compose organique chlore presentant en solution une libera- 
tion stable et durable de chlore disponible, pour la fabrication d'une 
10 composition therapeutique active contre ies virus du groupe retrovirus, 
en particuiier les virus d'immunodeficience humaine VIH. Avanta- 
geusement on peut utiiiser, comme compose organique chlore, une 
chioramine organique et par exemple de la chloramine-T. De preference, 
on peut utiiiser de la chloroazodine ddnt 1'activite contre les virus 
15 VIH est totale deja a une concentration extremement faible de 1'ordre 
de 1 mg/ml a 300 {jg/ml, de preference de 660 pg/mi a 330 pg/mi. 

Par disinfection, on peut aussi entendre ici une 
deactivation intraceilulaire qu'elle soit enzymatique, ou autre. 

Des chloramines organiques sont susceptibles de 
20 conserver leur stabilite en milieu cellulaire, d'etre compatibles pour 
Torganisme vivant et non toxiques pour les cellules. La presence 
de proteines n'affecte pas sensiblement leur action de liberation 
lente et stable de chlore disponible. On peut notamment prevoir 
la fabrication, a partir par exemple de chioramine T ou de chloroazodine, 
25 de compositions locales desinfectantes, par exemple pour la disinfection 
de plaies, d'abces, ou de parties de la peau et des muqueuses. On 
peut meme envisager, etant donne Texcellente stabilite de la chloroa- 
zodine en milieu proteique, son utilisation pour la fabrication de 
medicaments pour le traitement systemique du Sida. 
30 Ces chloramines organiques presentent, comme 

on I'a deja dit, Tavantage d'offrir un large spectre d'action germicide 
et elles representent par consequent deja une defense appreciable 
contre la presence d'agents pathogenes ou allogenes, autres que 
les retrovirus VIH. 

35 Cette derniere propriete est tres importante non 

seulement par la large action de disinfection obtenue, mais aussi 



BNSOOCIO rWO ., 9107876AJ J > 



WO 91/07876 



PCT/EP90/02111 



- 9 - 

parce qu'elle peut etre utile au porteur du virus lui-meme. En effet, 
celui-ci doit eviter autant que possible toute activation de ses cellules 
lymphocytaires. Cette activation, chez le porteur de VIH, a pour 
effet la replication du virus et la proliferation de ce dernier dans 
5 ses cellules- Un porteur de VIH a done tout avantage a suivre des 

habitudes de vie hygieniques qui ecartent au maximum tout danger 
d'activation des cellules infectees, et par consequent une reaction 
immunitaire de son organisme. 

L'utilisation des agents et compositions suivant 

10 l'invention lui offre la possibilite de se desinfecter, mais aussi en 

supplement celle de le proteger contre des reactions immunitaires 
d'une autre origine. 

L'invention va a present etre decrite de maniere 
plus detaillee a i'aide de quelques exempies de realisation non limi- 

15 tatifs. 

Exemple 1 

Poudre desinfectante pour le lavage 
Chloroazodine 250 mg 
Lactose 1 g 

20 Cette poudre peut etre . conservee en sachet et dissoute dans 11 

d'eau. 

Exemple 2 

Onguent 

1 % de Chloramine T dans de la paraffine de type "yellow soft", 
~23 pour 1 tube: : 

Exemple 3 

Bain de bouche 

Chloramine T a 0,25 % dans une solution stabilisee et tamponnee 
pour bain de bouche. 
30 Exemple h 

Comprimes vaginaux 

On melange, sous forme puiverulente, de la chloroazodine, de Tacide 
tartrique et du bicarbonate de sodium, dans des proportions appropriees 
en pharmacie, puis on comprime le tout sous la forme de comprimes 
35 vaginaux. 

Exemple 5 
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Produit de disinfection de surfaces ou d'eaux de boisson : 
On dilue 4 mg d'halazone dans 1 litre d'eau. 

Des essais experimentaux ont ete effectues par 
le laboratoire de i'lnstitut Pasteur du Brabant pour examiner l'efficacite 
5 d'un des agents suivant Tinvention. 

Ces essais comprennent comme materiel de depart : 

- de la N, N'-dichloroazodicarbonamidine (chloroazodine) a 95 % 
pure. La purete a ete examinee par chromatographie en couche 
mince et par un test de carbone-hydrogene (v. BRAZ G.I. et cons., 

10 3. Applied Chem. (USSR) 17,565-9 (1944)). 

- un surnageant de cultures de cellules (Molt-3) continuellement 
productrices de virus VIH-l. Le surnageant viral utilise a une 
activite de transcriptase inverse de I x 10 6 cpm/mi. 

- des cellules d'une lignee T humaine continue de phenotype 7^ (Supt-1) 
15 cultivee en milieu RPMI, additionne de 10 % de serum de veau 

foetal et de 1 % de glutamine. 

L f efficacite de la chloroazodine va etre etudiee 

a deux niveaux : 
20 lignee Supt-1. 

b) action sur ['integration du genome viral dans 
I'ADN chromosomial des cellules Supt-1. 

Les resultats de ces essais sont donnes ci-dessous 
dans les* Exemples 6 a 8. 
25 Exemple 6 

Essai de toxicite de la chloroazodine vis-a-vis 
des cellules Supt-i. 

La chloroazodine a la dilution de 1/500, ce qui 
correspond a 2 mg/mi, est toxique pour les cellules Supt-i. Les dilutions 
de 1/1500 et de 1/3000, ce qui correspond a des concentrations de 
660 Mg/mi et de 330 pg/ml, ne diminuent par contre pas ia viabilite 
cellulaire. 

Exemple 7 

Infectivite du virus VIH-i pour la lignee Supt-L 
35 ° n fait incuber des preparations viraies de VIH-l 

a haut titre en presence de dilutions de chloroazodine de 1/1500 



30 



a) action sur 1'infectivite du virus VIH-l pour ia 
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et de 1/3000 et pendant differents temps d'incubation. Pendant 30 
minutes a 37°C, on traite prealablement les cellules Supt-1 par 10 
ug/ml de polybrene, puis on les inocule avec les preparations de 
virus traites. On prevoit comme temoins, des cellules non inoculees, 
5 et des cellules inoculees par une preparation de virus non traites. 

On determine ensuite rinfectivite, a chaque passage 
celiulaire, de ces preparations en suivant la production virale (mesure 
de l'antigene p24 exprime) dans les lysats cellulaires soiubilises des 
cellules Supt-1 examinees. 
10 Les mesures du pouvoir infectieux du virus VIH-1 

apres incubation avec de la chloroazodine ressortent des tableaux 
1 a 3 suivants, ainsi que des figures 1 a 3 qui correspondent aux- 
tableaux I a 3. Sur ces figures, on trouve en ordonnee la densite^ 
optique (D.O.) et en abscisse le nombre de jours apres .1 'infection. 
15 Le trait piein represente le temoin non traite, le trait interrompu 
la dilution de 1/1500 de chloroazodine, et le trait pointiile la dilution 
de 1/3000 de chloroazodine. 
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II ressort de cet essai que la chloroazodine aux 
dilutions de 1/1500 et 1/3000 empeche totalement le virus VIH-1 
de se multiplier dans les cellules Supt-1 et ceci apres I minute, 
10 minutes et 30 minutes d'incubation avec l'agent actif, a la tempe-\ 

4 

5 rature ordinaire. 

Au microscope en contraste de phase, on n'a par 
ailleurs observe aucun effet cytopathogene pour les cellules inoculees 
avec du virus pretraite a la chloroazodine. Par contre des syncytia 
apparaissent des le l^eme jour apres Tinfection avec la preparation 
10 virale temoin. 

Exemple S 

Integration du genome viral dans l'ADN chromo- 
somial des cellules Supt-1. 

Par amplification genetique grace a une polymerase 
15 thermostable, on met en evidence la presence des genes "gag",' "LTR" 
et "env" du provirus VIH-1. Cette technique est appelee P.C.R. (Poly- 
merase Chain Reaction) (CHIN-YIH OU et cons., Sciences, 239, 
295-297, 1988). 

Cette technique est appliquee pour la detection 
20 du provirus VIH-l dans le genome des cellules Supt-1 inoculees par 
du virus VIH-1 incube avec de la chloroazodine, comme decrit dans 
Texempie 7. 

Des oligonucleotides amplifies et visibles aux UV 
grace a du bromure d'ethidium apparaissent uniquement dans les 
25 tubes a essais qui correspondent a une inoculation par du virus VIH-1 
non traite a la chloroazodine. 

De meme, apres hybridation avec des sondes speci- 

32 

fiques pour les trois genes recherches, sondes marquees au P , 
on peut conclure a Tabsence totale de provirus VIH-1 dans les cellules 

30 Supt-1 ayant re<;u comme inoculats des virions VIH-1 traites a la 
chloroazodine aux dilutions de 1/1500 et 1/3000. 

II ressort par consequent clairement des essais 
des exemples 6 a 8 que Teradication des virus par la chloroazodine 
a faible concentration est totale dans les cellules traitees en un 

35 temps tres bref (I minute ou moins). II est important de noter que 

cette activite remarquable de la chloroazodine a lieu en milieu organique. 
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Exemple 9 



10 



15 



20 



25 



30 



Des lymphocytes humains provenant du sang peri- 
pherique de donneurs sero-negatifs (PBL) sont infectes par du VIH-I 
provenant du surnageant de cellules Molt-3, c'est-a-dire de cellules 
continuellement productrices de ces virus. 

Au jour 8 de {'infection, celle-ci est controlee 
par 1'expression de I'antigene p 24 (Test Elisa, voir Exemple 7). 

Quatre populations cellulaires sont etudiees quant 

a leur mortalite : 

1 des lymphocytes normaux en culture (Temoin A). 

2 des lymphocytes normaux en presence de chloroazodine 1/3000. 

3 des lymphocytes infectes non traites (Temoin B). 

4 des lymphocytes infectes, en presence de chloroazodine 1/3000. 

Tableau k 



Cellules 



Duree Nombre de Nombre de % de cellules 
(min.) cellules cellules mortes 
vivantes m or tes 



Temoins A 



Lymphocytes • 

chloroazodine 

1/3000 



Temoins B 



Lymphocytes 
infectes + chloro- 
azodine 1/3000 



1 

10 
30 
180 
1 

10 
30 
180 
1 

10 
30 
180 
1 

10 
30 
180 



21 
26 
22 
16 
15 
24 
18 
18 
19 
20 
16 
12 
17 
Ik 
21 
8 



20 

20 
16 
22 
20 
20 
18 
16 
15 

17 

23 
19 

31 

3k 

39 

20 



35 



Les comparaisons montrent que les 



k9 % 

43 % 
42 % 

58 % 
57 % 

45 % 
50 % 
47 % 

44 % 

46 % 

59 % 
61 % 
65 % 
71 % 
54 % 
71 % 

lymphocytes 



infectes sont, en presence de chloroazodine, detruits plus fortement. 



BNSCOCID 'WO 9I07876AI I . 



WO 91/07876 



PCT/EP90/02II1 



- 15 - 

En effet les differences entre les temoins A et B et les lymphocytes 
sains + chloroazodine sont non significatives, alors que les cultures 
de lymphocytes infectes voient leur mortalite accrue de 15 % en 
presence de chloroazodine. 
5 On peut done conclure a 1'existence d'une toxicite 

selective de la chloroazodine pour des cellules infectees. 
Exemple 10 

Des cellules Molt-3 B, continueilement productrices 
de virus VIH, ont ete traitees par de la chloroazodine a des concen- 
10 trations de 1/1500 et 1/3000 pendant des periodes de 1 minute, 10 

minutes et 30 minutes. 

Les antigenes p 24 exprimes dans les surnageants 
de culture ont ete evalues apres 24 h., 48 h M 72 h. et 96 h. 

Pour mesurer cet effet en contournant la toxicite 
15 du produit pour les cellules infectees, on a choisi de prendre un 

nombre cellulaire extraordinairement eleve de maniere a conserver 
un nombre tres faibie, mais* suffisant, de cellules vivantes apres 
96 h. 



BNSOOCIO -WO _ 9107876A1 f - 



WO 91 /07876 PCT/EP90/02 1 1 1 



- 16 - 



<v 




O 

o 


D 


+ 


o 








CL 


m, 




O 


i 

+-> 




-a 


O 





CO 

c 
a; 

dD 

o 



^ o 

to N> 

3 2 

rr o 

U U 



o 
o 

4- u-\ 



CO 

o.S 
o 

3 2 
=: o 



a 

to 
C 

-a 



3 

jQ 



X 

> 

CO 

=3 



X 



O 
> 

O 
CL 

<U 

L. 

to 
tt» 



— « 

<U O 
(J S 



c -i= 



to 

CL C 
to P 

a. <u 

CD 2 



O 



— • vo 



O \o CM 
oo rs. 



^ o 
•3- *s\ 

(N — • — , 

o o o 



o 

c«-\ 



-3- 






ON 


tr\ 
















o 


O 


o* 






«o 


CO 


CO 


-a- 














o 




cT 



»0 



co 


Csl 




O 




o 


■S3- 


oo 


ON 


CO 














o 


o 


O 





■a- 



-a- 



CO 



CM 



ON 



BNSOOCID .WO . 9107876A1 I 



WO 91/07876 



4 



PCT/EP90/0211J 



- 17 - 

En conclusion, la chloroazodine est capable d'empe- 
cher la production de VIH par des cellules infectees et en cas de 
repopuiation par des cellules non infectees de permettre, apres un 
laps de temps de 96 heures, d'obtenir des cultures non infectees. 
5 Exemple 11 

On a reproduit 1'experience de l'exemple 10, mais 
avec des lymphocytes humains infectes par du VIH-1. La chloroazodine 
a ete utilisee a la dose de 1/3000 pendant i heure, 3 heures et 6 
heures sur ies cellules infectees. 
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Les meme conclusions que celles deduites de 1'exemple 
10 peuvent etre reproduites. 

Afin de conserver un nombre suffisant de lymphocytes 
vivants il a fallu iimiter 1'experimentation a 6 heures. 
Exemple 12 

On a evalue la toxicite de la chloroazodine a 330 
pg/ml et de la chloroazodine associee a un tensio-actif quaternaire 
sur 1'environnement, par evaluation de la toxicite aigue sur le poisson. 

. Le produit, tel que prevu, lorsqu'il est utilise pour 
la disinfection, ne peut atteindre le seuil de toxicite pour jnviron- 
nement mesure et il peut done etre considere comne sur. 
Exemple 13 

Composition desinfectante. 

On a prepare une composition desinfectante contenant, 
15 en plus de la chloroazodine, un melange disinfectant de bromures 

d'alkyltrimethylammonium, denomme cetrimide, Une etude de synergie 
a montre que cette composition etait capable d'inhiber completement 
en 5 minutes a 25°C, en presence de 10 % de serum de veau foetal, 
les germes suivants : Bacillus cereus, Candida albicans, Escherichia 
20 coli, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Mycobacterium 

fortuitum, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 
groupe B, Enterobacter agglomerans, Staphylococcus aureus, les 
virus Herpes simplex I, les virus de la stomatite vesiculate, les 

retrovirus, Aspergillus fumigatus, Microsporum canis, Trichophytor 

25 rubrum. 

Sur base de cette constatation surprenante, une 

composition de comprimi a activite ef fervescente, meme dans ie 

sang et les matieres organiques, a ete mise au point. 

Chloroazodine 330 mg 

30 Bromure d'aikyltrimethyl- 

ammonium (cetrimide) 100 mg 

Acide citrique 150 mg 

Acide tartrique 175 mg 

NaHC0 3 375 mg 

35 Avicel PHI 02 180 mg 

Lactose EFK 522 mg 
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Aerosil 200 3,8 mg 

Benzoate de denatonium 0,2 mg 

pour i comprime 1836 mg 

Dose : 1 comprime pour i litre d'eau. 
5 li doit etre entendu que la presente invention n'est 

en aucune fagon limitee aux formes de realisation decrites ci-dessus 
et que bien des modifications peuvent y etre apportees sans sortir 
de son cadre. 

De nombreuses autres compositions desinfectantes 
ou pharmaceutiques peuvent etre prevues .en dehors de celles donnees 
a titre d'exemple, en suivant uniquement les formulations generalement 
appliquees dans le domaine concerne, qu'il s'agisse de produits de 
nettoyage, de compositions cosmetiques, de medicaments ou autres. 



10 
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REVENDICATIONS 

1. Agent actif pour combattre sur et/ou dans des 
objets inanimes les virus du groupe retrovirus, en particuiier ies 
virus d'immunodeficience humaine VIH, caracterise en ce qu'il est 

5 constitue d ! un compose organique chiore presentant en solution une 
liberation stable et durable de chiore disponibie. 

2. Agent suivant la revendication I, caracterise 
en ce que le compose organique chiore est actif vis-a-vis desdits 
virus en un temps inferieur a 5 minutes, de preference de 1'ordre 

10 de i minute. 

3. Agent suivant Tune ou I'autre des revendications 
i et 2, caracterise en ce que le compose organique chiore est peu 
toxique a sa teneur efficace contre les retrovirus. 

4. Agent suivant Tune quelconque des revendications 
15 1 a 4, caracterise en ce que le compose organique chiore est actif 

en milieu organique. 

5. Agent suivant Tune quelconque des revendications 
1 a 4, caracterise en ce que le compose organique chiore est choisi 
parmi le groupe des chloramines organiques. 

20 6. Agent suivant la revendication 5, caracterise 

en ce que la chloramine organique est un derive N-chloro de sulfonamide. 

7. Agent suivant la revendication 6, caracterise 
en ce que le derive N-chloro de sulfonamide est de la chloramine T 
(p-toluertesulfonechloramide sodique), de la dichloramine T (p-toluene- 

25 sulfonedichloramide) , de la chloramine B (benzenesulfonechloramide 

sodique), ou de 1'halazone (acide p-suifonedichloroamidobenzoTque). 

S. Agent suivant la revendication 5, caracterise 
en ce que la chloramine organique est un derive N-chloro de compose 
heterocyclique contenant de Tazote dans le noyau. 
30 9. Agent suivant la revendication 8, caracterise 

en ce que le derive N-chloro est de Phalane (l,3-dichloro-5,5-dimethyl- 
hydantoine) ou un isocyanurate chiore. 

10. Agent suivant la revendication 5, caracterise 
en ce que la chloramine organique est un derive N-chloro d'amines 

35 condensees provenant de derives de guanidine. 

11. Agent suivant la revendication 10, caracterise 
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en ce que le derive N-chloro est de la chloroazodine (N.N'-dichloro- 
azodicarbonamidine). 

12. Agent suivant la revendication 5, caracterise 
en ce que la chloramine organique est un derive N-chloro d'anilide. 

13. Composition de desinfection d'objets inanimes, 
caracterisee en ce qu'elle contient au moins un agent suivant 1'une 
quelconque des revendications 1 a 12 ainsi qu'un support approprie, 
et eventuellement d'autres agents disinfectants, ou adjuvants courants. 

1*. Composition suivant la revendication 13, caracterisee 
en ce qu'elle comprend une solution aqueuse de chloroazodine presentant 
une teneur en ce compose de l'ordre de 1 mg/ml a 300 pg/ml, en 
particulier de 660 ug/ml a 330 pg/J. 

15. Composition suivant la revendication 13, caracte- 
risee en ce qu'elle comprend de la chloroazodine et, comme autre 
agent disinfectant ou adjuvant, du cetrimide ou un laurylsuifate. 

16. Utilisation d'un agent suivant I'une quelconque 
des revendications 1 a 12 ou respectivement d'une composition suivant 
I'une ou l'autre des revendications 13 a 15, pour la desinfection, 
vis-a-vis des virus du groupe retrovirus, en particulier des virus 
d'immunodeficience humaine VIH, d'objets inanimes. 

17. Utilisation suivant la revendication 16, dans 
laquelle les objets inanimes a desinfecter sont des materiels sanitaires 
en matiere plastique, textile ou caoutchouteuse, des instruments, 
appareils et vetements medicaux et veterinaires, des objets necessitant 
une manipulation dans le domaine de l'alimentation, des instruments 
de cosmetologie, des vehicules sanitaires, des surfaces de sol et 
de paroi, des appareils sanitaires et hygieniques, des eaux de piscine, 
des boissons, et des objets analogues. 

18. Utilisation suivant la revendication 16, dans 
laquelle les objets inanimes a desinfecter sont des excrements, des 
residus d'analyses de laboratoire, des echantilions preleves d'un corps 
humain ou animal, et des objets analogues. 

19. Utilisation suivant la revendication 16, dans 
laquelle les objets inanimes a desinfecter sont des compositions 
cosmetiques. 

20. Utilisation suivant la revendication 16, dans 
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laquelle les objets inanimes a desinfecter sont des produits susceptibies 
d'entrer en contact avec la peau et ies muqueuses d'un corps humain 
ou animal, eventuellement porteur de virus, produits dans lesquels 
ou sur lesquels ledit agent ou composition de, disinfection forme 
5 sirnultanement un milieu de barriere a la transmission des virus 

precites. 

21. Utilisation suivant la revendication 20, dans 
laquelle ies produits susceptibies d f entrer en contact avec la peau 
ou ies muqueuses sont des gants de chirurgien ou de dentiste, des 

10 pessaires, des condoms, et des objets analogues. 

22. Utilisation d f au moins un compose organique 
chlore presentant en solution une liberation stable et durable de 
chlore disponibie, pour la fabrication d ! une composition therapeutique 
active contre les virus du groupe retrovirus, en particulier les virus 

15 d'immunodeficience humaine VIH. 

23. Utilisation suivant la revendication 22, caracterisee 
en ce que ies composes organiques chlores utilises sont actifs vis-a-vis 
desdits virus en un temps inferieur a 5 minutes, de preference de 
Tordre de 1 minute. 

20 24. Utilisation suivant Tune ou i'autre des revendi- 

cations 22 et 23, caracterisee en ce que les composes organiques 
chlores utilises sont peu toxiques et pharmaceutiquement compatibles 
a leur teneur efficace contre les virus du groupe retrovirus. 

25. Utilisation suivant Tune des revendications 
25 22 a 24, caracterisee en ce que les composes organiques; chlores 

sont actifs en milieu organique. 

26. Utilisation suivant Tune quelconque des revendi- 
cations 22 a 25, caracterisee en ce que les composes organiques 
chlores sont choisis parmi le groupe des chloramines organiques. 

30 27. Utilisation suivant la revendication 26, caracterisee 

en ce que la chioramine organique est la chloramine-T (p-toluene- 
sulfonechloramide sodique). 

28- Utilisation suivant ia revendication 26, caracterisee 
en ce que la chioramine organique est la chloroazodine (N,N'-dichloro- 

35 azodicarbonamidine). 
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